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【目的】蛋白尿による尿細管間質病変の一因として、糸球体から漣過されたアルブミン結合脂肪酸の
近位尿細管細胞-の過剰負荷により活性酸素種(ROS)蓄積および炎症が惹起されることが報告さ
ているO　また、様々な生物種においてカロリー制限による抗炎症効果が報告されているo我々が着目
したSIRT3はカロリー制限により活性化される抗老化分子として同定されたsirtuin伝milyの一つで
あり、腎に多く発現し、ミトコンドリアに局在することが確琵されているが、
子機構に関与するかは不明である。今回、我々はSIRT3に着目し、飽和脂肪酸によるROS蓄積およ
び炎症反応に対してSIRT3が及を軒「影響を、培養マウス近位尿細管細胞を用いて検討したO
【方法】 1) 7週齢の雄性C57BL/6マウスに対し、 0.3g/30gの脂肪酸結合ウシ血清アルブミンあるい
は同量のPBSの腹腔内投与を11日間行い、負荷終了後腎組織所見の検討を行った。 SIRT3発現量を
定量的RT PCR法ならびにWestern Blot法にて行い、炎症の指標として、 F4/80を免疫組織染色に
て、 mon∝:yte chemoattractant proteiirl (MCP-l)の発現量を定量的RT-PCR法にて行った。酸化ス
トレスに対する検討を4-hydroxynonenal (4二HN田の免疫組織染色にて行った. 2)培養マウス近位尿
細管(mProx)細胞に飽和脂肪酸(パルミチン酸)による刺激を行い、 MCP-1のmRNAおよ
中蛋白量、ならびにH2DCFDAを用いて活性酸素種(ROS)を定量し検討した。また、 ROSの下流
にあるMAPK-NF kB経路の活性化を検討するため、各種MAPK (ERK、 p38、 JNK)リン酸化お
よびI /c B分解をWestern Blot法で確認したoさらに、各種MAPK阻害剤を用いてMCP-1のmRN
を定量的RT-PCR法により定量し、 MCP-1発現がどのMAPKに依存するかを評価した. 3)
Retrovirus vectorを用い野生型SIRT3およびDominant-negaはve SIRT3 【SIRT3(N87A)J過剰発
mProx細胞を作成し、パルミチン酸によるMCP-1のmRNAおよび培養上清中蛋白量ならびにROS
蓄積に対するSIRT3の効果を検討した。 4)パルミチン酸によるMAPK-NF k B経路の活性化に
るSIBT3の効果を検討するため、野生型SIRT3およびSIRT3CN87A)過剰発現mProx細胞における、
MAPKリン酸化およびI kB分解をWestern Blot法で確認した。また、 MCP-1 promoter領域を含
むIuciferase vector (変異のないvector、 NF /cB結合部位に変異を有するvector)およびNF /cB
結合配列を持っIuciferase vectorを用いてreporter assayを行った。 5)パルミチン酸によるROS蓄
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積をSIRT3が軽減する分子機構を検討するため、野生型SIRT3およびSIRT3(N87A)過剰発現mProx
細胞における抗酸化遺伝子MnSODのmRNA発現量を定量的RT-PCR法によって、また、ミトコン
ドリアでの脂肪酸代謝能をoxygen consumption rate (OCR)測定によって評価した。 6) SIRT3を
RNA干渉にてkn∝蝣k down L MCP-1およびMnSODのmENA発現を定量的RT-PCR法にて、細
胞内ROS定量をHaDCFDAにて行った.また、ミトコンドリアでの脂肪酸代謝能の変化をOCR測
定にて検討した。
【結果】 DPBS投与群と比-瑚旨肪酸結合アルブミン投与群において、尿細管間質-のF4/80陽性炎症
細胞浸潤および4-HNE蓄積を認めた.また、 SIRT3発現量の有意な減少、 MCP-1発現量の有意な
増加を認め、両者の発現の間に有意な負の相関を認めた。 2)パルミチン酸刺激により、培養mPro
細胞におけるMCP-1 mENA量、培養上清中蛋白量および細胞内ROSの増加を認めたoパルミチン
酸刺激により、 ERK、 p38、 JNKのいずれもリン酸化が起こり、 IkB分解が起こることを確認した。
Sp600125 (JNK阻害剤)ではパルミチン酸によるMCP-1発現は抑制されず、 SB203580 (p38匹
害剤)およびPD98059 (ERK阻害剤)によりMCP-1発現が有意に抑制された。 3)パルミチン酸司
激によるMCP-1のmRNA発現、培養上清中蛋白分泌ならびにROS蓄積が、コントローノ璃田胞に比
して野生型SIRT3過剰発現mProx細胞においていずれも有意に減少し、一方、 SIRT3伽87A)過剰発
頭培養mProx細胞においていずれも有意に増強した0 4)パルミチン酸刺激によるMAPKリン酸化、
I k B分解が、野生型SIRT3過剰発現にていずれも有意に減少し、一方、 SIRT3(N87A)過剰発現にて
いずれも有意に増強した。変異のないMCP-1 promoter領域を含むIuciferase vectorを用いた
reporter assayでは、パルミチン酸刺激でIuciferase滑性が増強し、 NF k B結合部位の変異によりそ
の増強は部分的に抑制された　SIRT3過剰発現により、パルミチン酸刺激下でのIuciferase滑性は変
異のないIuciferase vectorで有意に抑制され、 NF- jc B結合部位に変異を有するvectorではその抑制
効果は消失した　NF kB結合配列を持つIuciferase vectorを用いたreporter assayでは、パルミチ
ン酸刺激でIuciferase活性が増強し、 SIBT3過剰発現によりIuciferase活性が有意に抑制された。 5)
コントロール細胞に比し、 OCRはSIRT3CN87A)過剰発現細胞において有意な変化を認めなかった
が、野生型SIRT3過剰発現細胞において有意に増加した。また、 SIRT3過剰発現により、パルミチ
ン酸によるROSが減少していたにも関わらずMnSODのmRNA量噛威少せず、 SIRT3(N87A)過剰
発現によりMnSODのmmA量が有意に減少した　6) SNA干渉によりSirt3をknock downする
と、パルミチン酸刺激によるROS蓄積およびMCP-1発現量増加を有意に認め、さらにMnSOD発
現量およびOCRの有意な減少を認めた。
【考察】本研究により、培養mProx細胞においてパルミチン酸刺激はROS蓄積を惹起し、その下
のMAPK-NF/cB経路活性化を介しMCP-1発現を増加させ、さらに、 SIRT3がROS蓄積およ
MAPK-NF k B経路抑制を介してMCP-1発現を抑制する事が示された。 SIET3がROS蓄積を抑制
する機序として、ミトコンドリアの脂肪酸代議婿午容量増加によるパルミチン酸蓄積抑制、ならびに
酸化遺伝子発現増加による酸化ストレス軽減という2つの機序が存在することが示唆された。以上よ
りSirt3がカロリー制限による抗炎症作用の制御分子であり、 Sirt3活性低下の病態形成-の関与、な
らびに、 Sirt3活性化による近位尿細管細胞における抗炎症効果を標的とした腎疾患の新たな治療
略の可能性が示唆された。
【結語】抗老化分子Sirt3は培養近位尿細管細胞において飽和脂肪酸(パルミチン酸)によるROS
積およびMCP-1発現を抑制した。
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慢性腎臓病進行の一原因に、近位尿細管細胞-の脂肪酸の負荷による活性
酸素の蓄積および炎症の惹起がある。一方、カロリー制限は抗炎症効果を示
し、またカロリー制限によってSIRT3 (抗老化分子、 sirtuin 3)が活性化さ
れ、活性酸素の蓄積が抑制される。
そこで申請者は培養マウス近位尿細管細胞を用いて、飽和脂肪酸(パルミ
チン酸)によって引きおこされる近位尿細管細胞での活性酸素の産生や炎症
に対して、 SIRT3が及ぼす影響を解析した。
その結果、パルミチン酸刺激は活性酸素の産生を惹起し、その下流の
MAPK-NFkB経路の活性化を介し七　MCP-1炎症性サイトカイン、
monocyte chemoattractant protein-1)の発現を増加させるが、 SIRT3はこ
の活性酸素の産生を抑制し、さらにSIRT3はMAPK-NFkB経路を抑制して
TJ
MCP-1の発現を抑制する、ことを兄いだした。
この研究成果は、 SIRT3がェネルギ-代謝の制限で誘起される抗炎症状
態の制御分子であることと、慢性腎臓病の病態形成に　S工RT3 (活性の低
下)が関与することを示し、さらに近位尿細管細胞の炎症の治療として
SIRT3の活性化が有効であることを示唆するものであり、臨床応用が期待
される。よって本論文は博士(医学)の学位論文に値するものと認められる。
なお申請者は最終試験(論文内容とそれに関連した試問)に合格した。
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